Turkish Journal of Veterinary & Animal Sciences
Volume 25

Number 4

Article 4

1-1-2001

Determination of Antibody Production by IFAT and ELISA in
Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) Immunized by Yersinia
ruckeri Bacterin
AYŞEGÜL KUBİLAY
GÜLŞEN TİMUR

Follow this and additional works at: https://journals.tubitak.gov.tr/veterinary
Part of the Animal Sciences Commons, and the Veterinary Medicine Commons

Recommended Citation
KUBİLAY, AYŞEGÜL and TİMUR, GÜLŞEN (2001) "Determination of Antibody Production by IFAT and ELISA
in Rainbow Trout (Oncorhynchus mykiss) Immunized by Yersinia ruckeri Bacterin," Turkish Journal of
Veterinary & Animal Sciences: Vol. 25: No. 4, Article 4. Available at: https://journals.tubitak.gov.tr/
veterinary/vol25/iss4/4

This Article is brought to you for free and open access by TÜBİTAK Academic Journals. It has been accepted for
inclusion in Turkish Journal of Veterinary & Animal Sciences by an authorized editor of TÜBİTAK Academic
Journals. For more information, please contact academic.publications@tubitak.gov.tr.

Turk J Vet Anim Sci
25 (2001) 437-445
© TÜB‹TAK

Yersinia ruckeri Bakterini ile ‹mmunize Edilen Gökkufla¤›
Alabal›klar›nda (Oncorhynchus mykiss) Antikor Üretiminin IFAT ve
ELISA Teknikleri ile Saptanmas›*

Ayflegül KUB‹LAY
S. D. Ü. E¤irdir Su Ürünleri Fakültesi, Isparta - TÜRK‹YE

Gülflen T‹MUR
‹.Ü. Su Ürünleri Fakültesi, istanbul - TÜRK‹YE

Gelifl Tarihi: 30.07.1999

Özet: Bu çal›flmada Yersinia ruckeri bakterini ile immunize edilen gökkufla¤› alabal›klar›nda oluflan antikor seviyesinin indirekt
fluoresans antikor tekni¤i (IFAT) ve enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) teknikleriyle tayinine çal›fl›lm›flt›r.
Freund's incomplete adjuvant (FIA) veya phosphate buffered saline (PBS) ile haz›rlanan Yersinia ruckeri bakterin inokulatlar›n›n
gökkufla¤› alabal›klar›na intraperitonal enjeksiyonu ile oluflan humoral immunite seviyesi 20 haftal›k periyot süresince incelenmifltir.
Deneme ve kontrol gruplar› için 20’fler adet bal›k kullan›lm›flt›r. PBS içeren Yersinia ruckeri inokulat› ile immunize edilen gruba
ba¤›fl›kl›¤› kuvvetlendirici ikinci enjeksiyon uygulanm›flt›r. Denemeler 11-12°C su s›cakl›¤›nda yürütülmüfltür. ‹mmunizasyonu takiben
bal›klar›n kan›nda 2-3 hafta sonra ELISA ile düflük antikor titresi , IFAT ile zay›f fakat belirgin fluoresans tespit edilmifltir. Humoral
antikor üretimi 5-6 c› hafta sonunda artarak yüksek antikor titresine ulaflarak deneme periyodu olan 20 hafta boyunca bu seviyeyi
korumufltur. Yersinia ruckeri bakterini ile immunize edilen bal›klar›n tümünde 35 gün sonra patojen bakteri enjeksiyonuna karfl› tam
bir koruma oluflmufltur.
Anahtar Sözcükler: Gökkufla¤› alabal›¤›, Yersinia ruckeri, ELISA, IFAT, immunizasyon, antikor.

Determination of Antibody Production by IFAT and ELISA in Rainbow Trout
(Oncorhynchus mykiss) Immunized by Yersinia ruckeri Bacterin
Abstract: In this study, the induced antibody level of rainbow trout immunized by Yersinia ruckeri bacterin was determined using
two serological techniques, namely, indirect fluorescent antibody (IFAT) and enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
The induced humoral antibody levels were studied after intraperitonal injection of Yersinia ruckeri bacterin inoculates containing
Freund's incomplete adjuvant or PBS in rainbow trout during the experimental period of 20 weeks. The control and experimental
groups each contained 20 fish. The group which was immunized by the PBS containing bacterin inoculate received a booster
injection. Experiments were carried out in 11-12°C water. Low antibodies titres were detected by ELISA and faint and but distinct
fluoresence by IFAT 2-3 weeks after immunization in the experimental fish blood. Humoral antibody production increased and after
5-6 weeks it reached its peak and then persisted during the experimental period of 20 weeks. All fish were protected against
experimental challenge 35 days after immunization with Yersinia ruckeri bacterin.
Key Words: Rainbow trout, Yersinia ruckeri, ELISA, IFAT, immunization, antibody.

Girifl
Akuakültür dünyan›n birçok ülkesinde son 20 y›ldan
beri çok h›zl› geliflen bir endüstri haline gelmifltir. Bir çok
geliflmifl ülkede bal›klar›n intensif olarak yüksek
populasyon yo¤unlu¤unda yetifltiricili¤i yap›lmaktad›r. Bu

nedenle enfeksiyöz hastal›klar baflar›l› bir bal›k
yetifltiricili¤i için büyük bir tehlike oluflturur (1).
Ülkemizde son y›llarda geliflme gösteren kültür
bal›kç›l›¤› umut verici bir düzeye ulaflm›flt›r. Kültür
bal›kç›¤›nda h›zl› geliflme beraberinde enfeksiyöz

*Doktora tezinin bir bölümünden özetlenmifltir.
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hastal›klar› ortaya ç›karm›flt›r. Uygun ve zaman›nda bir
tedavi uygulanmad›¤› takdirde bal›k iflletmelerinde büyük
ekonomik kay›plarla karfl› karfl›ya gelinebilir.
‹ngilizce ad›n›n (Enteric Red Mouth) bafl harflerinden
oluflan ERM veya yersiniosis olarak isimlendirilen enterik
k›z›l a¤›z hastal›¤› ilk defa 1950'li y›llarda ABD'deki
gökkufla¤› alabal›¤› yetifltiricili¤i yap›lan iflletmelerde
yüksek mortalite ile seyreden septisemik bir hastal›k
olarak rapor edilmifltir (2). ERM hastal›¤› ülkemizde ilk
olarak 1991 y›l›nda Denizli'deki bir iflletmede gökkufla¤›
alabal›klar›nda tespit edilmifltir (3). Daha sonra bu
hastal›k di¤er alabal›k iflletmelerinde görülmüfltür ve
önemli bir sorun haline gelmifltir (4).
Ekonomik olarak a¤›r kay›plara neden olan bal›k
hastal›klar›n›n h›zl› teflhisi ve zaman›nda tedavi büyük
önem kazanm›flt›r. Bakteriyel bal›k hastal›klar›n›n
teflhisinde bakteriyolojik yöntemler yan›s›ra histopatolojik
yöntemler uygulanmaktad›r (5). Bugün bu ana teknik
yöntemlerin yan›s›ra gerek insan hekimli¤i ve gerekse
veteriner hekimli¤inde kullan›lan ELISA ve IFAT bal›k
hastal›klar›n›n teflhisinde de uygulanmaktat›r (5,6,7).
S›cak kanl› hayvanlarda uygulanan immunofluoresans,
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) testleri
bal›k hastal›klar›na adapte edilerek bu hastal›klar›n çok
k›sa sürede teflhisine yard›mc› oldu¤u gibi di¤er
mikrobiyolojik ve histopatolojik teflhis yöntemlerine de
destek sa¤lam›fl olmaktad›r (5,6, 7, 8 ).
Bal›k hastal›klar›n›n teflhisinde serolojik teknikler ;
hastal›¤›n h›zl› teflhisine ve hemen tedavisine bafllanmas›na
olanak sa¤lamas›, dolay›s›yla ç›kan hastal›¤›n meydana
getirdi¤i zarar›n azalt›lmas›, maliyetin azalt›lmas› ve saha
çal›flmalar›nda h›zl› test uygulamas›na imkan vermesi gibi
nedenlerle kullan›lmaktad›r (7,8,9). 1960'l› y›llardan
itibaren bal›k patojenlerinin teflhisinde, bal›k serumlar›nda
spesifik patojenlere karfl› oluflan antikorlar›n tayininde,
afl›lar›n gelifltirilmesinde, bakteri sufllar› ve tipleri
aras›ndaki ve viral patojenler aras›ndaki serolojik iliflkiyi
ortaya ç›karmak için çeflitli serolojik yöntemler giderek
daha çok kullan›lmaktad›r (9,10).
Fluoresans antikor testi, birçok bakteriyel, viral,
parazitik hastal›klar›n teflhisinde ve aranmas›nda çok
kullan›lm›fl bir yöntemdir. Fluoresans tekni¤i 1950'den
beri bakteriyel bal›k patojenlerinin identifikasyonu için
gelifltirilmifltir (10).
ELISA, son y›llarda çok genifl kullan›m alan› bulmufl
çok hassas bir serolojik test yöntemidir. Bu test antijen ve
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antikor konsantrasyonlar›n›n tespitinde kullan›lan
immunopresipitasyon, aglutinasyon ve ›fl›k veren
metodlarla mukayese edildi¤inde en hassas yöntem olup
çok h›zl› ve basit teknikleri içine ald›¤› gibi radioisotop gibi
zararl› maddelerin kullan›m›n› gerektirmedi¤i için
avantajl›d›r (8,9,11,12,).
Bu araflt›rmada, Yersinia ruckeri bakterini ile
immunize edilen gökkufla¤› alabal›klar›n›n serumlar›nda
antikor oluflumunun ELISA ve IFAT teknikleri ile tespiti
amaçlanm›flt›r.

Materyal ve Metod
Bal›k Materyali
Araflt›rmada kullan›lan gökkufla¤› alabal›klar›
(Oncorhynchus mykiss, Walbaum 1792) daha önce
yersiniosis vakas› görülmeyen Ba¤c› Su Ürünleri (Beyobas›
Köyü, Köyce¤iz-MU⁄LA) ve P›nargözü Alabal›k
‹flletmesinden (Aksu-ISPARTA) temin edilmifltir.
‹mmunizasyon denemesi için 100-150 g a¤›rl›¤›nda 20
bal›k, immunize bal›klara patojen uygulamas› için ise 25 g
l›k 20 adet bal›k kullan›lm›flt›r.
Uygulama Yeri ve Testlerin Yap›ld›¤› Laboratuvarlar
Deneysel çal›flmalar S.D.Ü. E¤irdir Su Ürünleri
Fakültesi Bal›k Hastal›klar› Ünitesinde yürütülmüfltür. Y.
ruckeri izolat›ndan bakterin haz›rlanmas› E¤irdir Su
Ürünleri mikrobiyoloji laboratuvar›nda yürütülmüfltür.
Bakterilerin sonikasyon ifllemi Ankara Üniversitesi
Veteriner
Fakültesi
Mikrobiyoloji
Anabilimdal›
laboratuvar›nda yap›lm›flt›r. Eriyik antijenlerin biüret
metodu ile protein miktar›n›n tayini S.D.Ü. T›p Fakültesi
Biyokimya Anabilimdal› laboratuvar›nda yap›lm›flt›r. IFAT
ile ilgili ifllemler Akdeniz Üniversitesi T›p Fakültesi
Mikrobiyoloji Anabilimdal› laboratuvar›nda, ELISA testi ile
ilgili ifllemler ise Ege Üniversitesi T›p Fakültesi Parazitoloji
Anabilim Dal› laboratuvar›nda yürütülmüfltür.
Uygulama Tanklar› ve Uygulamada Kullan›lan Su
Deneysel olarak immunize edilen bal›klar 1m çap›nda
ve 70 cm derinli¤inde sirküler tank içinde tutulmufltur.
Deneme tanklar›nda suyun s›cakl›¤› deneme süresince
yaklafl›k 11-12 °C, oksijen miktar› 6-7 ppm aras›nda
de¤iflmifltir. Tanklardaki suyun oksijeni devaml› olarak
kompresör ile takviye edilmifltir. Deneme bal›klar›
adaptasyon ve deneme süresince ticari alabal›k pelet yemi
ile beslenmifltir.

A. KUB‹LAY, G. T‹MUR

Denemede Kullan›lan Yersinia ruckeri suflu
Deneme bal›klar›n›n immunizasyonunda Prof. Dr.
Gülflen T‹MUR’un 1991 y›l›nda Denizli Yavuzlar Alabal›k
iflletmesindeki gökkufla¤› alabal›klar›ndan E¤irdir Su
Ürünleri Yüksekoklu Bal›k Hastal›klar› Laboratuvar›nda
izole etti¤i R0018 protokol numaral› Yersinia ruckeri
suflu kullan›lm›flt›r (3).
Bakterin Haz›rlanmas›
Bakterin, Ellis(1988)’ in bildirdi¤i yönteme göre %
0,3 lük formaldehit ile inaktive edilerek haz›rlanm›flt›r. Y.
ruckeri
bakterin
inokulat›n›n
yo¤unlu¤u
spektrofotometre (Shimadzu Spectrophotometer) ile
600nm de 1’e ayarlanm›flt›r (13). ‹naktif bakteriler
Thoma lam› ile say›ld›¤›nda yaklafl›k 109 bakteri/ml olarak
hesaplanm›flt›r (14). Elde edilen bakterin inokulumu PBS
(phosphate buffered saline) ve Freund’s incomplete
adjuvantla ayr› ayr› yar›yar›ya kar›flt›r›larak iki ayr›
bakterin inokulat› elde edilmifltir (15).
‹mmunizasyon Uygulamalar›
100 - 150 g a¤›rl›¤›ndaki 20 adet gökkufla¤›
alabal›¤›ndan oluflan iki deneme grubu bal›¤a 60 mg/l lik
MS 222 (Tricaine methane sulfonate, Finquel; ARGENT)
ile bay›lt›ld›ktan sonra bakterin inokulatlar› 0,2 ml
intraperitonal olarak pelvik yüzgeçlerin anterioründen iki
yüzgecin ortas›ndan verilmifltir (16). PBS’li bakterin
inokulat› ile immunize edilen bal›klara 2. kuvvetlendirici
enjeksiyon 25 gün sonra yap›lm›flt›r. 100–150 g
a¤›rl›¤›ndaki bal›k 20 adet bal›k MS 222 ile bay›lt›ld›ktan
sonra 0,1ml PBS ile i.p. enjeksiyon yap›larak kontrol
grubu oluflturulmufltur. Deneme süresince (20 hafta) her
üç deneme grubundaki bal›ktan her hafta rasgele bir bal›k
al›narak kanlar› al›nm›fl ve serumlar› elde edilmifltir.
Pozitif Kontrol Serumun Haz›rlanmas›
Testlerde pozitif kontrol serumu olarak kullan›lmak
amac›yla 9 adet 400 g’l›k gökkufla¤› alabal›¤›na 0,3 cc iki
hafta ara ile iki kez i.p. yolla bakterin enjekte edilmifl ve
son enjeksiyondan 4 hafta sonra tüm bal›klardan kan
al›narak ve serum elde edilmifltir (17).
‹mmun Bal›klara Patojen Bakteri Uygulanmas›
PBS’li ve FIA’l› bakterin ile immunize edilen deneme
bal›klar›nda yeterli immunitenin oluflup oluflmad›¤›n›
kontrol etmek amac›yla bakterin enjeksiyonundan 3 hafta
sonra patojen bakteri verilerek bal›klara eprüvasyon
uygulanm›fl ve hayatta kalma yüzdesi ortaya ç›kar›lmaya
çal›fl›lm›flt›r. Bu amaçla PBS’li ve FIA’l› bakterin ve sadece

PBS enjekte edilen 20’fler adet bal›ktan oluflan üç deneme
grubu bal›¤a 0,1ml 1x 108 bakteri / ml canl› patojen i.p.
olarak verilmifltir (14,18). Bu uygulamadan sonra üç
hafta süre ile bal›klar izlenmifl ve ölen bal›klar
kaydedilmifltir. ‹mmunizasyonun oluflturdu¤u koruma
bal›klar›n hayatta kalma yüzdesine (RPS = relative
percent survival) göre de¤erlendirilmifltir (1).
‹ndirekt Fluoresans Antikor Tekni¤i ‹çin Antijen
Haz›rlama
IFAT için antijen Anderson (1993)’un bildirdi¤i
yönteme göre haz›rlanm›flt›r. Yo¤unlu¤u yaklafl›k 9x1010
/ml olan test antijeni elmas uçlu kalemle lam üzerine
çizilen yuvarlak halkalara damlat›larak havada
kurutulduktan sonra asetonda 10 dk süreyle tespit
edildi¤i gibi 60 °C ye ayarl› etüvde 5 dk tutulmak sureti
ile de tespit edilmifltir (19).
‹ndirekt fluoresans antikor tekni¤inin uygulanmas›
IFAT Anderson (1993)’ un bildirdi¤i metoda göre
yap›lm›flt›r. Testin Uygulamas›:
1. Antijen kapl› lamlar›n ilk antijen halkalar›na pozitif
ve negatif kontrol serumlar› ve di¤er antijen halkalar›na
ise test serumlar› dilüe edilmeden 20µl olarak
damlat›lm›flt›r. Lamlar 24 °C de nemli ortamda 30 dk
bekletilmifl, iki kez PBS ile y›kan›p kurutulmufltur.
2. Salmon antikoruna karfl› oluflturulmufl polyclonal
tavflan anti serumunundan (S-2006, Soren Schierbeck Co
APS-Danmark) 1/10 dilüsyonunda her halkaya 20µl
konulmufltur. Lamlar 24 °C de nemli ortamda 30 dk
bekletilmifl, PBS ile iki kez y›kanarak kurutulmufltur.
3. Lamlar üzerine %0,1 lik Evans blue içeren 1/80
dilüsyonundaki FITC ile iflaretli keçi anti tavflan
immunoglobulini (S‹GMA) her halkaya 20 µl
damlat›lm›flt›r. Lamlar 24 °C de nemli ortamda
bekletilerek PBS ile 3 kez y›kanarak kurutulmufltur.
4. Kaplama solüsyonu olarak kullan›lan FITC
mounting medium (pH:7,5 Marox carlsbad, CA)
kurutulan preparatlara damlat›larak lamelle kapat›lm›fl ve
hemen fluoresans mikroskobu ile incelenmeye al›narak
de¤erlendirilmeye geçilmifltir (19).
Sonuçlar›n de¤erlendirilmesi
Preparatlarda fluoresans yada elma yeflili renginin
görülme yo¤unlu¤una göre yap›lm›flt›r. Parlak sar›-yeflil
fluoresans pozitif, soluk sar›-yeflil fluoresans görülmemesi
negatif olarak de¤erlendirilmifltir (19).
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ELISA tekni¤i için antijen haz›rlama
Schill ve arkadafllar›n›n (1989) bildirdi¤i eriyik protein
haz›rlama metodundan faydalan›lm›flt›r.
1. Y. ruckeri suflu nutrient brotha ekilerek 21°C 24
saat süre ile inkübe edilmifltir.
2. Bakteri 5000 devirde 10 dk santrifüj edilerek PBS
ile 2 kere y›kanm›flt›r.
3. Bakteri -20°C’de derin dondurucuda dondurulmufl
ve sonic 300 dismembranatör (Fisheries scientific) ile 5
dk sonike edilmifltir.
4. Süspansiyon 10.000 devirde 30 dk santrifüj
edilerek süpernatant dikkatlice al›nm›flt›r.
5. Bu antijen kullan›lmadan önce protein miktar›
biüret yöntemi ile 1570 µg/ml olarak tespit edilmifltir.
(Stanbio Primer plus marka fotometre cihaz›nda de¤erler
okunmufl ve Biocon firmas›n›n test reaktifi kullan›lm›flt›r)
ELISA için antijen kapl› plaklar›n haz›rlanmas›
Eriyik antijenin 5 mg/ml konsantrasyonu U tabanl›
plaklar›n (Sigma M0156) her çukuruna 100 mlt
konulmufltur. Antijenle kaplanan plaklar bir gece +4 °C de
bekletildikten sonra silkelenmifl ve kullan›l›ncaya kadar +4
°C ‘de saklanm›flt›r (15).
ELISA yönteminin uygulanmas›
Bu testte Voller (1979) ‘in bildirdi¤i metottan
yararlan›lm›flt›r. Testin uygulamas›:
1. Antijen kapl› plaklar›n her çukuruna 150 µl saline
aside (%), tween 20’yi içeren çal›flma solüsyon ile 1 saat
oda s›cakl›¤›nda bloklama ifllemi yap›lm›flt›r.
2. Bloklama ifllemi sonras›nda test serumlar› iki katl›
suland›r›larak 1/10‘dan bafllayarak 1/1280 dilusyonlar›
yap›larak plaklara ilave edilmifltir. Plaklar oda s›cakl›¤›nda
1 saat bekletildikten sonra plaklar silkelenerek içerikleri
dökülmüfl ve her çukur 150 µl çal›flma solüsyonu ile 3 kez
5’er dakika y›kanm›flt›r.
3. Salmon immunoglobulinine karfl› oluflturulmufl
poliklonal tavflan antiserumu 1/400 oran›nda
suland›r›larak her çukura 100 µl konulmufltur. Plaklar 1
saat oda s›cakl›¤›nda bekletildikten sonra silkelenerek
boflalt›lm›fl ve 2 kez çal›flma solüsyonu ile 2 kez PBS ile
5’er dakika y›kanm›flt›r.
4. Peroksidaz iflaretli anti tavflan IgG (S‹GMA) 1/1000
oran›nda dilüe edilerek her çukura 100 µl konulmufltur.
Plaklar 1 saat oda s›cakl›¤›nda bekletilmifl, silkelenerek
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boflalt›lm›fl ve 2 kez çal›flma solüsyonu ile 2 kez PBS ile
5’er dakika y›kanm›flt›r.
5. Plaklar üzerine enzim substrat› (2,2’-Azino-bis
diamonium:ABTS ve H2O2) bütün çukurlara 100 µl
konulup oda s›cakl›¤›nda 30 ile 60 dakika aras›nda
tutularak test durdurulmadan 405 nm’de ELISA
okuyucusunda okunmufltur.
Sonuçlar›n Okunmas› ve De¤erlendirilmesi
ELISA sonuçlar› spektrofotometrede (Titertek
Multiscan Plus MKII) de¤erlendirilmifltir. Sonuçlar
absorbans de¤eri olarak al›nm›fl ve dilüsyonlardaki
pozitiflik eflik de¤erleri (cutt off de¤eri) plaklarda ayn›
test içinde bulunan 8 negatif serumun absorbans
de¤erinin aritmetik ortalamas›n›n +3 standart sapma
(n+3 SD) de¤eri olarak al›nm›fl, bu de¤erlerin üstündeki
dilüsyonlar pozitif olarak kabul edilmifltir. Pozitifli¤in
fliddeti standart sapman›n katlar› olarak hesaplanm›flt›r.
Dilüsyonlardaki en son pozitiflik ELISA de¤eri olarak
al›nm›fl ve Log10 taban›na göre de¤erlendirilmifltir (11).
Bulgular
‹ndirekt Fluoresans Antikor Testi (IFAT) ‹lgili
Bulgular
IFAT tekni¤inde antijenin lama fikse edilmesinde
s›cakl›kla fikse etme metodu (60 °C de 5 dk), asetonla
fikse etme metodundan daha baflar›l› oldu¤u gözlenmifltir.
Antiserum 1/10 dilüsyonu konjugenin ise 1/80 dilüsyonu
en iyi sonuç vermifltir. IFAT testinin de¤erlendirilmesinde
foto mikroskobun otomatik zaman ayarlay›c›s›n›n
fluoresans ›fl›¤a göre çekim süresinin k›sa veya uzun olma
farkl›l›¤› da fluoresans yo¤unlu¤unun kuvvetli, orta, zay›f
veya yok diye de¤erlendirilmesinde ikinci bir kriter
olmufltur. Kuvvetli fluoresans veren preparatlarda çekim
süresi çok k›sa bir zaman aral›¤›na (15-48 sn) sahip
olmufl ve pozitif olan serumlarda kuvvetli sar›-yeflil renk
gözlenmifltir (fiekil 1). Negatif ve kontrol serumlar›n›n
bulundu¤u halkalarda fluoresans serumda spesifik antikor
bulunmad›¤› için görülmemifltir.
FIA veya PBS içeren Y. ruckeri bakterin inokulatlar› ile
immunize edilen bal›klar›n serumlar›ndaki antikor
seviyelerinin tespiti ile ilgili olarak yürütülen IFAT testinin
sonuçlar› Tablo 1 de verilmifltir. Bu sonuçlara göre
bakterin enjeksiyonundan sonraki 1. haftada immunize
edilen bal›klar›n serumlar›nda antikorun varl›¤› tespit
edilemezken 2-3. haftalarda denemenin her iki grubuna
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fiekil 1.

Tablo 1.

FITC
ile
iflaretli
anti-tavflan
immunoglobulin, salmon antikoruna
karfl› oluflturulmufl ticari polyclonal
tavflan antiserumu ve Yersinia ruckeri
antijen-antikor kompleksinin fluoresans
mikroskopta görünümü

FIA ve PBS içeren Yersinia ruckeri bakterinleri ile immunize edilen iki deneme gruplar›na ait 20 haftal›k IFAT sonuçlar›

‹mmunizasyon
Sonras› Haftalar

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

Deneme Gruplar›

I
++
++
++++
++++
++++
++++
++++
++++
++++

‹mmunizasyon

II
+++
++++
++++
++++
++++
++++
++++

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

Deneme Gruplar›
Sonras› Haftlar
I
++++
++++
++++
++++
++++
++++
++++
++++
++++
++++

II
++++
+++
++
++++
++++
++++
++++
++++
++++
+++

I.PBS’li bakterinle immunize edilen alabal›k grubu
II.FIA içeren bakterinle immunize edilen alabal›k grubu
- : fluoresans yok + : var fakat zay›f fluoresans
++ : fluoresans var
+++ : orta dereceli fluoresans ++++ : kuvvetli fluoresans

ait bal›klarda zay›f bir antikor teflekkülü 4. haftadan
itibaren 20. haftaya kadar kuvvetli antikor teflekkülü
kuvvetli fluoresans ›fl›¤›n gözlenmesi ile tespit edilmifltir.

absorbans de¤erlerinin aritmetik ortalamas› +3SD
de¤erleri hesaplanarak pozitiflik efli¤i absorbans de¤eri
0,202 olarak saptanm›flt›r.

Enzyme - Linked Immunosorbent Assay (ELISA)
Sonuçlar›

‹mmunize edilen alabal›klar›n serumlar›ndaki antikor
titreleri ile ilgili olarak yürütülen ELISA testlerinde oluflan
renk reaksiyonu fiekil 3’de ve testin sonuçlar› Tablo 2 ve
fiekil 4 de verilmifltir. Düflük titreli antikor PBS’li bakterin
ile immunize edilen bal›klarda 2. haftada, FIA’l› bakterin
ile immunize edilen ( II. deneme grubu) bal›klarda 3.

ELISA’da en iyi pozitif reaksiyonu oluflturan antijen
protein yo¤unlu¤u 5 µg/ml, antiserum dilüsyonu 1/400 ve
konjugat dilüsyonu ise 1/1000 olarak tespit edilmifltir
(fiekil 2). Ayn› test içinde 8 negatif bal›k serumunun
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Tablo 2.

ELISA testine ait en iyi pozitif reaksiyon
olufltu¤u antijen protein
de¤eri
antiserum (1/400) ve konjugat
dilüsyonlar›n›n (1/1000) tespit edildi¤i
microwell plate (yeflil renk pozitif
reaksiyon)

fiekil 3.

ELISA testinin uyguland›¤› microwell
plate’de renk reaksiyonlar› (yeflil renk
pozitif reaksiyonu gösterir).

FIA ve PBS ‹çeren Yersinia ruckeri bakterini immunize edilen alabal›klar›n ELISA testi ile belirlenen haftal›k antikor titreleri

‹mmunizasyon
Sonras› Haftalar

Deneme Gruplar›
I

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

80
160
160
320
640
640
640
640
640

‹mmunizasyon
Sonras› Haftalar

Deneme Gruplar›

II
1.9
2.2
2.2
2.5
2.8
2.8
2.8
2.8
2.8

I
Log10

Log10
40
40
160
320
320
640
640
320

I.PBS’li bakterinle immunize edilen alabal›k grubu
II.FIA içeren bakterinle immunize edilen alabal›k grubu
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fiekil 2.

1.6
1.6
2.2
2.5
2.5
2.8
2.8
2.5

II
Log10

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

320
160
160
160
160
160
160
160
160
160

2.5
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2
2.2

Log10
640
320
640
640
640
640
640
640
640
640

2.8
2.5
2.8
2.8
2.8
2.8
2.8
2.8
2.8
2.8
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fiekil 4.

3
2,5

FIA ve PBS içeren Yersinia ruckeri
bakterini ile immunize edilen
alabal›klar›n kan serumunda
oluflan antikor titrelerinin ELISA
tekni¤ine göre haftal›k da¤›l›m›

Log10

2
I. Grup

1,5

II. Grup

I.PBS’li bakterinle immunize
edilen alabal›k grubu
II.FIA içeren bakterinle immunize
edilen alabal›k grubu

1
0,5
0
1

2 3

4

5

6

7

8

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Haftalar

haftada gözlenmeye bafllam›flt›r. 6-8. haftalarda bu
titrenin yükseldi¤i görülmüfl ve I. deneme grubunda bu
titrenin 11. hafta sonunda biraz düfltü¤ü, II. deneme
grubunda ise ayn› titrede devam etti¤i görülmüfltür.

Yersinia ruckeri bakterinin FIA veya PBS içinde i.p.
olarak verilmesiyle immunize edilen gökkufla¤›
alabal›klar›nda yüksek bir immunitenin olufltu¤u bu
bal›klara kontrol amac›yla yap›lan patojen bakteri
enjeksiyonundan 3 gün sonra sadece kontrol grubu
bal›klar›nda ölümlerin görülmesi ile anlafl›lm›flt›r. Kontrol
grubundaki bal›klarda ölüm 3 gün sonra bafllam›fl ve 9.
gün sonra sona ermifltir.
Her iki Y. ruckeri bakterin inokulat› ile immunize
edilen bal›klarda 3 hafta sonra RPS formulüne göre
hayatta kalma oran› % 100 olarak bulunmufltur (Tablo 4,
fiekil 5). Kontrol grubu bal›klarda mortalite % 85 olarak
tespit edilmifltir.

Tart›flma
Bal›klar›n immunizasyonunda kullan›lan bakterinlerin
haz›rlanmas› için bakterin inaktivasyonunda fenol,
kloroform, formalin ve bakteriyel süspansiyonlar›n
sonikasyonu gibi çeflitli kimyasal madde ve yöntemler
tavsiye edilmekte ise de (20,21) Yersinia ruckeri
Tablo 4.

‹mmunize edilmemifl kontrol grubu
Adjuvantl› bakterin ile immunize edilen
PBS’li bakterin ile immunize edilen

100
80
60
40
20
15

fiekil 5.

Eprüvasyon uygulanan immunize ve kontrol grubu
bal›klar›nda hayatta kalma yüzdesi

bakterisinden haz›rlanan afl›larda afl›n›n güvenli¤i ve
üretim kolayl›¤› aç›s›ndan formalin kullan›ld›¤› için
(17,21) bu çal›flmada da Yersinia ruckeri izolat›ndan
bakterin haz›rlanmas›nda formalin kullan›lm›flt›r.
Formalin ile inaktive edilerek haz›rlanan Yersinia ruckeri
bakterini FIA ve PBS içinde farkl› deneme gruplar›na
verilmifl ancak di¤er araflt›r›c›lar›n tavsiye etti¤i gibi
(1,18,22) PBS’li bakterinin FIA’l› bakterin kadar kuvvetli
immunizasyon sa¤lamas› amac›yla bu gruba 3. hafta
kuvvetlendirici 2. enjeksiyon uygulamas› yap›lm›flt›r. Bu
ikinci kuvvetlendirici enjeksiyon serolojik testlerle ilgili

Eprüvasyon uygulanan gökkufla¤› alabal›klar›nda hayatta kalma yüzdesi

Test Gruplar›
Adjuvantl› bakterin ile immunize edilen
PBS’li bakterin ile immunize edilen
Kontrol grubu

Toplam Bal›k Say›s›

Spesifik Ölen Bal›k Say›s›

Hayatta Kalma Yüzdesi (RPS)

20
20
20

17

100
100
-
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bulgulara ait de¤erlerin incelenmesinden anlafl›laca¤› gibi
antikor titrelerinin FIA bakterinin oluflturdu¤u serum
antikor titresine yak›n titrede (6.-11. haftalarda)
oluflmas›n› sa¤lad›¤› görülmektedir. Ancak bu
kuvvetlendirici enjeksiyonun denemenin 11. haftas›ndan
itibaren daha düflük titrede antikor titresinin oluflmas›na
engel olmad›¤› görülmektedir.
‹nsan ve veteriner hekimlikte ve bal›k patojenlerinin
teflhisinde h›zl› diagnostik test olarak kullan›lan indirekt
fluoresans antikor tekni¤i (16) bu deneysel çal›flmada
immun ve enfekte bal›k gruplar›na ait kan serumlar›ndaki
antikorlar›n tespitinde baflar›yla uygulanm›flt›r. Freund's
incomplete adjuvant ve PBS içeren Yersinia ruckeri
bakterini ile immunize edilen bal›klar›n serumlar›ndaki
antikor varl›¤› ve seviyesi ile ilgili olarak haz›rlanan IFAT
testine ait preparatlarda kuvvetli fluoresans
yo¤unlu¤unun gözlenmesi 4. haftadan itibaren 20.
haftaya kadar bal›klar›n kan serumlar›nda kuvvetli antikor
seviyesinin olufltu¤unu göstermifltir.
Son y›llarda gelifltirilen ve enfeksiyonlar›n teflhisinde
çok genifl bir kullan›m alan› bulan ELISA serolojik test
yöntemi bal›k hastal›klar›n›n teflhisinde de genifl bir
kullan›m alan›n› bulmufl çok hassas ve fazla zaman
almayan bir serolojik testtir (6,8,9,12,16). Bu çal›flmada
iki grup halinde FIA ve PBS içeren Yersinia ruckeri
bakterini ile immunize edilen bal›klar›n serumlar› ile
yürütülen ELISA sonuçlar› da IFAT bulgular›n›
desteklemifltir. ‹mmunizasyonu takip eden 1. hafta
sonunda her iki grup deneme bal›klar›n›n serumlar›nda
antikor oluflmad›¤›, 2. hafta sonunda sadece PBS’li
bakterine karfl› antikor oluflmaya bafllad›¤›, 3. haftada ise
FIA içeren bakterine karfl› da antikor oluflumunun
bafllad›¤› 4. haftalarda her iki grup bal›klarda antikor
titresinin yükseldi¤i ve denemenin son buldu¤u
20.haftaya kadar adjuvantl› bakterin ile immunize edilen
alabal›klar›n kan serumlar›nda biraz daha yüksek titrede
antikor bulundu¤u ELISA testi ile tespit edilmifltir..

Yersinia ruckeri bakterinine karfl› deneme bal›klar›n›n
kan serumunda oluflan antikorlar›n üretim faz› süresine
(2-3 hafta) ait bulgular di¤er araflt›r›c›lar›n bildirdikleri
üretim faz› süresiyle ilgili bulgular› destekledi¤i gibi
denemede antikor seviyesinin geliflti¤i (4-5-6. haftalar) ve
bu seviyenin deneme süresince (20 hafta) kan serumunda
sürekli yüksek kald›¤› sürelere ait bulgular di¤er
araflt›r›c›lar›n bulgular›n› desteklemektedir (14, 18, 20,
23).
Sonuç olarak bu çal›flmada günümüzde bir çok ülkede
bal›k hastal›klar›n›n teflhisinde veya immun bal›klar›n
serum antikor titrelerinin tayininde yayg›n olarak
kullan›lan IFAT ve ELISA teknikleri ile deneme bal›klar›nda
ERM bakterinine karfl› oluflan serum antikor seviyesinin
immunizasyondan sonraki 20. haftal›k deneme süresi
içerisinde tespit edilmesine olanak sa¤lam›flt›r. Bu
teknikler ile Yersinia ruckeri bakterinine karfl› deneme
bal›klar›n›n serumlar›nda immunizasyonu takiben 2. hafta
sonra antikorlar›n oluflmaya bafllad›¤› 4 ve 5. haftalarda
antikor seviyesinin kuvvetlendi¤i ve 20 haftal›k deneme
süresince ayn› seviyede kald›¤› saptanm›flt›r.
Yine bu çal›flmada ERM bakterininin FIA ile
immunizasyonu ve rapel uygulamas›n›n humoral
immunitenin oluflumunda ve bakterinin daha uzun süre
etkin olmas›nda önemli oldu¤u ortaya ç›kar›lm›flt›r. Ancak
rapel uygulamas›n›n bal›klarda stres oluflturmas› ve ikinci
bir iflgücünü gerektirmesi nedeni ile enjeksiyonla bakterin
uygulamas›n›n uzun etki süresi sa¤lamas› aç›s›ndan
adjuvant kullan›m›n›n daha yararl› olaca¤› görüflüne
var›lm›flt›r.
Bakteriyel bal›k hastal›klar›n›n h›zl› ve kesin teflhisinde
kullan›lan IFAT ve ELISA tekniklerinden ELISA tekni¤inin
immun bal›klar›n kan›ndaki serum antikor titresinin tayin
edilmesi gereken durumlarda IFAT tekni¤i yerine tercih
edilmesi gereken bir teknik olarak kullan›lmas›n›n
gerekti¤i anlafl›lm›flt›r.
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